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do  fundo  do  coração,  sem  vocês  é  que  não  podia  mesmo  conseguir  chegar  onde  cheguei, 
obrigado por estes anos de sacrifício onde me acompanharam sempre e me motivaram, fazendo‐














O  chumbo  é  um  dos  elementos  traço  com maior  impacto  e  maior  risco  para  a  saúde 
pública, sendo, provavelmente, o analito mais estudado em amostras biológicas. 
As  técnicas  mais  utilizadas  na  análise  da  concentração  de  chumbo  no  sangue  são: 
espectrometria  de  massa  com  plasma  indutivamente  acoplado  (ICP‐MS),  espectrometria  de 
emissão  óptica  com  plasma  indutivamente  acoplado  (ICP‐OES),  espectrometria  de  absorção 
atómica com chama (FASS), com geração de hidretos (HGAAS) e electrotérmica (ETAAS).  
Neste trabalho, foi escolhida a técnica de análise ETAAS pelas vantagens que apresenta 
em  relação  às  outras  técnicas.  Relativamente  ao  tratamento  das  amostras,  foi  efectuada  a 
digestão ácida assistida por microondas e a extracção assistida por ultra‐sons. 




rica  em  chumbo desde  o  período  fetal  e  um outro  conjunto  de  controlo  alimentado  com uma 
dieta  normal. O  regime de  exposição  ao  chumbo  foi  baseado num procedimento  validado por 
Bielaczyk et al. [1]. 
As  amostras  de  sangue  dos  ratos  de  controlo,  não  apresentaram  quantidades 
significativas  de  chumbo.  Em  relação  as  amostras  de  sangue  de  ratos  contaminados  com 







Lead  is  among  the  trace  elements with  biggest  impact  and  risk  to  public  heath,  being 
probably the most studied analyte in biological samples. 
Most of the techniques used to analyse the concentration of lead blood include inductively 
coupled  plasma  mass  spectrometry  (ICP‐MS),  inductively  coupled  plasma  optical  emission 
spectrometry  (ICP‐OES),  flame  atomic  absorption  spectrometry  (FAAS),  hydride  generation 
atomic  absorption  spectrometry  (HGAAS) and electrothermal  atomic  absorption  spectrometry 
(ETAAS) 
It  was  chosen  the  ETAAS  due  to  its  advantages  over  the  other  techniques.  In  what 




We studied  two groups of Wistar  rats: one group  fed with a diet  rich  in  lead  from  the 
fetal period, and another group, in this case control, fed with a normal diet. The system of lead 
exposure was based on a previous study by Bielaczyk et al. [1]. 
Control  rats  blood  samples  showed no  significant  amounts of  lead. Related  to  the  lead 












































































































































































































































 Um  elemento  traço  é,  segundo  a  União  Internacional  de  Química  Pura  e  Aplicada 
(IUPAC),  qualquer  elemento  com  uma  concentração  média  inferior  a  100  partes  por  milhão 
(ppm) ou inferior a 100 mg/g [2]. Apesar da sua baixa concentração, alguns elementos traço são 
considerados  essenciais  do  ponto  de  vista  biológico.  No  entanto,  estes  elementos,  quando  se 
encontram  no  ambiente  em  concentrações  elevadas  podem  causar  impactos  negativos  nos 
ecossistemas  e,  consequentemente,  na  saúde  pública.  Entre  os  elementos  considerados 
importantes  para  o  homem  destacam‐se  o  ferro,  níquel,  selénio  e  o  zinco.  Elementos  como  o 











Este  metal  é  suficientemente  mole  para  se  conseguir  cortar  com  uma  faca,  mas 















industrial.  Tem diversas  aplicações,  entre  as  quais  produções  de  tintas  (pigmentos),  plásticos 
(estabilizantes),  vidros  (produção  de  cristais),  cerâmicas,  e  fabrico  de  armas  de  fogo  e  de 
munições [6]. A nível industrial é usado em soldas, fusíveis, material anti‐fricção, revestimentos 
de cabos eléctricos, fabrico de baterias, indústria química, entre outros.  
Desde  há  muito  tempo  o  chumbo  tem  sido  utilizado  como  bloqueador  da  radiação, 
principalmente  como  manta  protectora  para  os  aparelhos  de  Raios‐X.  Contudo,  há  uma 
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tendência  para  diminuir  o  uso  de  chumbo  nessas  e  outras  aplicações  devido  aos  riscos 
toxicológicos associados a este elemento [7]. 
No antigo Egipto (5000‐7000 a.C.), o chumbo foi usado na fabricação de armas, adornos e 
utensílios,  como  vidros  de  cerâmica.  O  Império  Romano  usou  extensivamente  o  chumbo  em 
tubagens de água e canalizações, algumas das quais ainda são usadas nos dias de hoje. Os antigos 
romanos também usavam o chumbo no fabrico de utensílios de cozinha. Estudos sugerem que a 
civilização  romana  desagregou‐se  em  grande  parte  como  resultado  de  envenenamento  por 
chumbo generalizado. Esta teoria é suportada por dados que relevam elevadas concentrações de 
chumbo  nos  ossos  dos  antigos  romanos.  Na  idade  média,  a  prática  de  adoçar  o  vinho  com 
chumbo ou acetato de chumbo, tornou‐se um grave problema a nível toxicológico [8]. 




primeira  descrição  clínica  “moderna”  de  intoxicação  por  chumbo  foi  escrita  em  1839  por 
Tanquerel des Planches, onde abordou cerca de 1200 casos [9]. 




A  intoxicação  por  chumbo  designa‐se  Plumbismo  ou  Saturnismo  (como  referência  ao 
Deus  Saturno).  Ainda que  a  toxicidade do  chumbo possua uma  longa história  e  sempre  tenha 








No  entanto,  a  maior  parte  dos  elevados  níveis  de  chumbo  encontrados  no  ambiente  são 








metais  e  de  fábricas  que  produzem  ou  utilizam  chumbo,  ligas  de  chumbo  ou  compostos  de 
chumbo.  Este  metal  é  libertado  para  a  atmosfera  durante  a  queima  de  carvão,  petróleo  ou 
resíduos [7]. As rotas de exposição humana ao chumbo estão apresentadas na Figura 1. 
O solo é considerado um dos principais depósitos de chumbo, uma vez que, ao alcançá‐lo, 
este  contaminante  pode  permanecer  ali  indefinidamente.  O  chumbo  no  solo  é  encontrado 
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especialmente  perto  de  estradas,  casas  antigas,  áreas  de  mineração,  zonas  industriais, 
incineradoras, aterros e depósitos de resíduos perigosos. Os teores de chumbo são muito mais 
















Nos  países  considerados  desenvolvidos,  a  existência  de  normas  e  programas  de 
vigilância  médica  contribuiu  para  uma  diminuição  da  exposição  humana  ao  chumbo  e  da 
degradação  ambiental  provocada  por  este  metal.  A  substituição  da  gasolina  com  chumbo,  a 
diminuição do uso de soldas em alimentos enlatados e o controlo da água potável e das emissões 
industriais,  foram algumas das acções que justificaram esta diminuição. No entanto, nos países 
em  desenvolvimento,  a  falta  de  vigilância  e  controle  nas  emissões,  o  facto  de  existir  várias 




O  chumbo  pode  contaminar  os  organismos  através  da  inalação  (ar  atmosférico),  da 
ingestão (água, alimentos e solos contaminados), e por via dérmica.                
O chumbo  inalado entra nos pulmões e passa através do sangue para outras partes do 



































em  que  a  pele  esteja  danificada  (arranhões,  escoriações  ou  feridas).  Os  únicos  compostos  de 
chumbo que facilmente penetram na pele são os aditivos de gasolina com chumbo [7]. 
Experiências  com  voluntários  mostraram  que  em  adultos  que  acabaram  de  comer,  a 
quantidade de chumbo que entrou no sangue do estômago foi apenas 6% do total ingerido. No 
entanto,  em  adultos  que  não  tenham  comido  durante  um  dia,  cerca  de  60‐80%  do  chumbo 
ingerido no estômago vai para o sangue. Em geral, se os adultos e as crianças ingerirem a mesma 











A  absorção  de  chumbo  pelo  organismo  é  lenta  e  além  da  dose,  a  idade  da  pessoa,  as 
condições  fisiológicas  e  nutricionais  e  possivelmente  factores  genéticos,  são  factores  que 
influenciam a absorção [4]. 
Após  a  absorção,  o  chumbo  não  se  distribui  homogeneamente  no  organismo  [4].  No 
sangue,  o  chumbo  circulante  encontra‐se  normalmente  associado  aos  eritrócitos.  Dentro  dos 
eritrócitos o chumbo liga‐se preponderantemente à enzima polimórfica (apresenta dois alelos) 







(dentes  e  ossos)  pode  ser  novamente  libertado  na  corrente  sanguínea,  porque  o  cálcio  vai 







mas  só  32%  do  chumbo  no  corpo  de  uma  criança  é  eliminado.  Em  pequenas  quantidades  o 
chumbo  também  pode  ser  eliminado  pelo  suor,  saliva,  unhas  e  cabelo.  Em  condições  de 























Vários  estudos  sugerem  o  uso  do  cabelo  como  ferramenta  de  diagnóstico  da 
concentração  de  elementos  traço,  como  o  chumbo.  Existe  muita  informação  disponível  na 
literatura,  no  entanto  há  muita  controvérsia  em  relação  a  aceitação  desses  dados  devido  à 
discrepância de resultados, e à dificuldade em se diferenciar a contaminação endógena (interna) 
da exógena (externa). Ou seja o problema da análise do cabelo não é a análise em si, já que esta 
pode  ser  executa  sem  muita  dificuldade,  o  problema  relaciona‐se  com  as  características  do 
cabelo, falta de procedimentos de análise padronizados e controle de qualidade da análise [20‐
24]. Outra desvantagem em usar o cabelo é que se um indivíduo possuir cabelos de diferentes 
pigmentações  (naturais),  estes  devem  ser  separados  porque  a  absorção  dos  elementos  pode 
variar com a pigmentação do cabelo. Se o cabelo  tiver uma coloração artificial, não podem ser 
analisados  porque  podem  estar  contaminados  com  algum  elemento  de  difícil  remoção  no 
processo de lavagem [25]. 
No  caso  do  cabelo  não  se  fala  em  valores  normais  para  a  concentração  de  elementos 
traço mas  sim  em  faixas  de  concentração  consideradas  normais,  uma  vez  que  são  muitos  os 
factores  que  interferem  com  a  concentração  (idade,  hábitos  alimentares,  sexo,  localização 
geográfica,  ocupação,  etc.).  Para  o  chumbo  no  cabelo  humano  a  faixa  de  concentração  é         
0,004 – 95 µg/g [26]. 
No  entanto,  também existem  vantagens na  análise  de  cabelo.  O  crescimento do  cabelo 
reflecte  as  mudanças  metabólicas  dos  elementos  ao  longo  do  tempo,  fornecendo  assim  um 
registo de exposição ao  longo do  tempo. Além disso o cabelo possui uma matriz mais  simples 
que o sangue e a urina, o que torna a análise mais simples, a sua recolha é fácil,  indolor e sem 
traumas,  é  um  material  fácil  de  transportar,  manusear  e  não  precisa  de  ser  mantido  sobre 
refrigeração [20, 24]. 
As análises ao sangue são importantes nos diagnósticos de intoxicações agudas, uma vez 
que  a  concentração de  chumbo no  sangue  reflecte principalmente  a história de  exposição dos 
meses anteriores, mas esta característica faz também com que o PbS não seja um biomarcador 
ideal  para  a  exposição  a  longo  prazo,  principalmente  a  baixos  níveis,  devido  a  semi‐vida  do 
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chumbo  no  sangue  ser  aproximadamente  35/36  dias  [19].  No  entanto,  a  determinação  do 
chumbo  no  sangue  é  importante  na  avaliação  da  exposição  interna  presente  num  individuo, 
especialmente no caso das crianças, uma vez que são mais sensíveis aos efeitos do chumbo na 
saúde, do que os adultos [27]. 
As  análises  ao  sangue  são  fundamentais  no  controlo,  não  só  de  indivíduos  expostos 
ocupacionalmente, mas também para controlo da população em geral. Isto porque a população 
também pode  ser  significativamente  exposta,  seja  pela  ocupação  de  áreas  contaminadas,  pelo 
uso de utensílios cerâmicos com vitrificação inadequada, pelo consumo de alimentos ou de água 











devem  ser  ultrapassados;  uma  concentração  de  chumbo no  sangue  superior  a  10  µg/dL  (100 
ppb) é indicação de uma exposição excessiva em bebés, crianças e mulheres em idade fértil. Já no 
caso  de  trabalhadores  expostos,  o  índice  de  tolerância  biológica  é  30  µg/dL  (300  ppb).  A 
concentração  de  chumbo  no  ar,  numa  zona  laboral,  não  deve  ser  superior  a  50  µg/m3  (0,05 
ppb)[7, 9].  
Os  valores  limite  para  os  solos  residenciais  e  para  a  água  potável  são  400  µg/g  (400 
ppm)  e  10 µg/dL  (100 ppb)  de  chumbo,  respectivamente. No  entanto,  para  se  considerar  um 
solo não contaminado, a concentração de chumbo deve ser inferior a 50 µg/g (50 ppm)[9]. 
Em relação  aos  limites  a partir dos quais  a  concentração de  chumbo  ingerida  se  torna 
prejudicial,  não  existe  um  consenso.  Devido  ao  constante  aumento  da  sensibilidade  das 
medições, os valores limites estão continuamente a mudar, uma vez que são identificados efeitos 




Está  disponível  uma  vasta  quantidade  de  informação  sobre  os  efeitos  do  chumbo  na 
saúde  humana.  De  facto,  os  efeitos  tóxicos  do  chumbo  são  conhecidos  há  séculos,  mas  as 
descobertas nas últimas décadas de que exposição a níveis de chumbo relativamente baixos são 
associados efeitos adversos no organismo, é um assunto de grande preocupação. 







O  conjunto  de  órgãos mais  sensível  a  contaminação  por  chumbo  é  o  sistema  nervoso, 
sendo  que  a  encefalopatia  é  um  dos  efeitos  mais  sérios  do  envenenamento  por  chumbo  em 
crianças e adultos. Durante o desenvolvimento da criança, o sistema nervoso pode ser afectado 
por  PbS  inferiores  a  10  µg/dL  (100  ppb),  níveis  antes  considerados  seguros.  Nos  adultos  o 
sistema nervoso  também é afectado por PbS  relativamente baixas,  inferiores a 40 µg/dL  (400 
ppb)  [18,  30‐32]. No  entanto,  quer  para  crianças,  quer  para  adultos,  só  são  verificados danos 

















































e  dividem‐se  essencialmente  em  disfunção  tubular  renal  reversível  e  nefropatia  intersticial 
irreversível. A disfunção  tubular renal  reversível ocorre na maior parte das vezes em crianças 










A  anemia  é  geralmente  leve  a moderada  nos  adultos,  e  por  vezes  severa  nas  crianças 
[30].  A  anemia  por  chumbo  inclui  efeitos  como  a  inibição  da  síntese  da  hemoglobina  e 
diminuição do tempo de vida dos eritrócitos circundantes. No entanto, a anemia não é um efeito 










Estudos  como  o  de  Gandley  et al.  apoiam  a  conclusão  de  que  níveis  elevados  de  PbS 
causam  efeitos  adversos  significativos  na  reprodução  humana,  no  entanto  os  dados  não 
permitem  estimar  os  níveis  de  PbS  que  causam  danos  na  reprodução,  sendo  esta  definição 
apenas especulativa [35, 37]. 
Em  mulheres  grávidas  pode  causar  o  aborto  e  nos  homens  pode  danificar  os  órgãos 
responsáveis pela produção de esperma [7]. 
Como o chumbo consegue atravessar a barreira placentária [30, 38] através do sangue, o 
chumbo pode  ser  rapidamente  transferido  da mãe  para  o  feto.  Consequentemente,  o  nível  de 
chumbo  no  sangue  fetal  vai‐se  aproximar  ao  do  sangue  materno  [39].  Logo,  a  exposição  ao 
chumbo pode começar ainda no útero, caso a mãe tenha chumbo no seu organismo [35]. Estudos 









crianças.  Um  estudo  realizado  em  1980,  nos  Estados  Unidos  da  América,  com  crianças  com 







Têm  sido  investigada  a  relação  entre  o  chumbo  e  os  efeitos  sobre  o  sistema 
cardiovascular, e não foi detectada nenhuma relação causal em humanos [36]. 




Pode  causar  também  anemia  e  um  ligeiro  aumento  na  pressão  sanguínea,  especialmente  em 
pessoas de meia‐idade e idosas [7]. 
Este  metal  é  também  conhecido  por  alterar  o  sistema  hematológico,  inibindo  as 
actividades de várias enzimas envolvidas na biossíntese do heme [7], bloqueando a capacidade 
do  organismo  produzir  hemoglobina  e  afectando  a  morfologia  dos  eritrócitos.  Estes  efeitos 
podem ser observados em humanos e animais [44, 45]. 
 




mais  de  um  século  [36],  existe  ainda muitas  questões  sem  solução,  pelo  que  continuam  a  ser 








Este  trabalho  integra  um  estudo  geral  da  toxicocinética  do  chumbo  num  conjunto  de 














defeitos  congénitos.  Sem  os  testes  em  animais  de  laboratório,  os  cientistas  perderiam  um 
método  básico  para  obter  as  informações  necessárias  para  tomar  decisões  sensatas  que 
protegem a saúde pública [7]. 
No entanto, os cientistas  têm a  responsabilidade de  tratar os animais de pesquisa com 









O  acompanhamento  e  controle  dos  elementos  traço  requer  o  processamento  de  um 
elevado número de amostras, de modo a caracterizar a sua abundância com precisão e chegar a 
conclusões viáveis [46]. 
A  escolha  de  uma  técnica  analítica  adequada  para  a  determinação  da  concentração  de 
elementos  traço  depende  de  vários  factores:  preparação  da  amostra,  limite  de  detecção  das 
técnicas disponíveis, precisão, exactidão, faixa de concentração, interferências, duração temporal 
e custo da análise [47]. 
As  técnicas  mais  utilizadas  na  análise  da  concentração  de  chumbo  no  sangue  são: 
espectrometria  de  massa  com  plasma  indutivamente  acoplado  (ICP‐MS),  espectrometria  de 
emissão  óptica  com  plasma  indutivamente  acoplado  (ICP‐OES),  espectrometria  de  absorção 
































A espectrometria  de  absorção  atómica  é  relativamente  simples,  rápida  e  um poderoso 
método  de  análise  química,  pelo  que  é  um método muito  difundido  e  desenvolvido  de  forma 
intensa [53]. 














da  chama,  na  taxa  de  aspiração  da  solução,  na  composição  da  amostra,  entre  outras,  podem 
prejudicar os resultados analíticos [56]. 
A  determinação  de  chumbo  por  FAAS  é  praticamente  livre  de  interferências  e  requer 
uma chama de ar‐acetileno (C2H2‐ar) ou óxido nitroso‐acetileno (C2H2‐N2O) [53]. As riscas mais 




praticamente  limitada  à  escolha do  tipo de  chama e  à  adição de  um modificador  (usualmente 








analisar,  por  redução,  sendo estes posteriormente atomizados e  analisados  [5].  É uma  técnica 
que  permite  a  separação  do  elemento  da  matriz,  possui  limites  de  detecção  baixos  e  as 
interferências  da  matriz  são  praticamente  nulas  [5].  No  entanto,  também  existem  várias 










vez  que  foram  os  que  tiveram  uma  maior  evolução  sistemática  em  função  do  número  de 
utilizadores  e  de  trabalhos  publicados  [57].  Razão  pela  qual  a  espectrometria  de  absorção 
atómica electrotérmica ser também designada espectrometria de absorção atómica com câmara 
de  grafite  ou  com  forno de  grafite.  A ETAAS  é muito  usada na determinação da  concentração 
total  de  elementos  traços  em  amostras  biológicas  e  é  uma  técnica  bem  estabelecida  para 
determinações  monoelementares  [52].  No  entanto  várias  restrições  têm  limitado  a  sua 




Ao  longo  dos  últimos  anos  as  melhorias  nos  espectrómetros  de  ETAAS  contribuíram 
parcialmente,  ou  totalmente,  para  a  resolução  destes  problemas,  tendo  sido  reduzidas  as 
principais limitações deste método. O uso de modificadores mais eficientes, métodos de captura 
para a estabilização e pré‐concentração dos analitos, progressos no controlo da temperatura de 
atomização,  novos  modelos  de  atomizadores  e  avanços  nos  métodos  de  correcção  das 
interferências do espectro de fundo, têm permitido uma melhoria no aumento da sensibilidade, 
aumento  do  poder  detecção,  diminuição  da  manipulação  da  amostra  e  o  aumento  da 
reprodutividade dos resultados [46]. Estes avanços foram responsáveis por um melhoramento 
da  utilidade  da  ETAAS  na  determinação  de  elementos  traço  na  ordem  de  grandeza  de  μg/L, 




uma  aproximação  cada  vez  melhor  para  a  determinação  directa  de  elementos  traço  nos 

















Na  Figura  3  estão  apresentadas  as  faixas  dos  limites  de  detecção  típicos  das  técnicas 
acima apresentadas. 
Pelo  facto  de  nos  últimos  anos  terem  surgido  melhorias  de  forma  progressiva  que 
reforçaram o uso da ETAAS na determinação de chumbo em amostras biológicas e pelas diversas 
vantagens que esta técnica apresenta em relação às outras, a ETAAS com forno de grafite foi a 








Em  1859,  Robert  W.  Bunsen  juntamente  com  Gustav  R.  Kirchhoff  criaram  um 
espectroscópio que  tornou possível  a observação de riscas de emissão de elementos químicos 
excitados numa chama não luminosa, o queimador de Bunsen, actualmente designado por bico 
de  Bunsen.  O  uso  deste  equipamento  tornou  possível  a  descoberta  de  dois  novos  elementos 
químicos: o Césio e o Rubídio [61]. Estes investigadores desempenharam um papel fundamental 
na  espectrometria de  emissão de  chama,  ao descobrir  que  as  linhas  espectrais  emitidas pelos 
metais ocorrem em comprimentos de onda definidos, independentemente dos aniões presentes 
em  solução  [62].  A  descrição  deste  processo  de  emissão  e  absorção  de  energia  radiante  por 
átomos  em  chama  chamou  a  atenção  de  vários  investigadores,  sendo  a  emissão  atómica 
escolhida  como  técnica  analítica  na  determinação  de  metais,  nomeadamente  na  indústria 
metalúrgica [63]. 
 Com  o  passar  dos  anos,  esta  técnica  foi  perdendo  popularidade  até  que  em  1954  o 
cientista  Alan  Wash  propôs  uma  técnica  analítica  para  a  determinação  de  metais:  a 
espectrometria de absorção atómica em chama [64]. Esta técnica não originou grande interesse 
por parte dos  investigadores, à excepção do cientista Boris L’vov que propôs a mesma técnica 




a  lâmpada de  cátodo oco de alta  intensidade  [66] e  a  introdução do  conceito STPF  ‐  stabilized 
temperature platform furnace,  por  Slavin et al.  [67]. Também  foram desenvolvidas pesquisas  e 
aplicações  de  novas  fontes  de  radiação  como  as  lâmpadas  de  descarga  sem  eléctrodo  (EDL  – 
Electrodeless Discharge Lamps),  lâmpadas de cátodo oco (HCL – Hollow Cathode Lamps) e o uso 
de laser de díodos [68]. 
O  crescente  interesse  pela  AAS  esta  patente  no  elevado  número  de  publicações  que 
referem esta técnica a partir de 1960, uma vez que era um método relativamente simples e de 
baixo  custo.  Este  interesse  foi  também  evidenciado  no  elevado  número  de  laboratórios  que 
adquiriram este equipamento, especialmente laboratórios industriais [69]. 















Os  métodos  de  espectrometria  atómica  baseiam‐se  na  medição  da  intensidade  da 
radiação que é absorvida pelos analitos quando um feixe de radiação electromagnética atravessa 
a  amostra  [72].  Recorrendo  à  Lei  de  Lambert‐Beer,  pode‐se  verificar  que  a  concentração  do 
analito é proporcional à intensidade de radiação absorvida: 
log   ⁄    
onde A é a absorvância,   é a intensidade da radiação incidente na amostra,   é a intensidade da 
radiação transmitida,     é o coeficiente de extinção molar (é característico de cada substância e 
c.d.o.), b  é  o  caminho  óptico  (distância  que  a  radiação  percorreu  através  da  amostra)  e  c  é  a 
concentração do analito na amostra [72]. 












quantitativo.  A  informação  qualitativa  é  obtida  pelo  comprimento  de  onda  (c.d.o.)  no  qual  a 
radiação é absorvida, enquanto que a informação quantitativa é obtida pela energia de radiação 
electromagnética que é absorvida [75].  
Em  ETAAS,  a  absorção  da  radiação  electromagnética  é  feita  na  zona  do  visível  e 
ultravioleta por átomos neutros, no estado gasoso e no estado fundamental. Cada elemento têm 
um c.d.o. característico, e a radiação deste c.d.o é emitida através do vapor atómico. Os átomos 
do  elemento  absorvem  parte  desta  radiação.  A  quantidade  de  radiação  absorvida  é medida  e 
usada na determinação da concentração do elemento da amostra em estudo [75]. 
As fontes de radiação usadas em absorção atómica são fontes em linha, e emitem riscas 
espectrais  estreitas,  sendo  as  lâmpadas  de  cátodo  oco  (HCL)  e  as  lâmpadas  de  descarga  sem 
eléctrodos  (EDL)  as mais  comuns. A  lâmpada HCL  é mais  estável  enquanto  que  a  EDL  é mais 
intensa.  Por  esta  razão,  a  lâmpada  HCL  é  usada  para  a  maioria  do  elementos  e  a  EDL  para 
elementos mais voláteis, em que é necessária uma intensidade mais elevada. 
















Em  ETAAS,  o  número  de  variáveis  que  determinam  a  sua  eficiência  tornou‐se 
significativamente menor após a introdução do conceito STPF em análises práticas. As condições 
STPF são um conjunto de requisitos instrumentais e operacionais (ver Tabela 2) que asseguram 
uma  condição  analítica  adequada,  que  permite  obter  métodos  mais  sensíveis  e  com 
interferências mínimas usando a ETAAS [77]. 
Condições STPF  Resultado Obtido 
Tubo de grafite com plataforma de L’vov  Estabelecimento  de  um  ambiente  quase 
isotérmico durante a atomização 
Sinais de absorvância registados em área  Minimização dos  efeitos das  variações  cinéticas 
do processo de atomização 
Atomizador com grafite pirolítica 







Aumento  da  eficiência  do  tratamento  térmico 
durante a pirólise 








biológicas  decorre  da  investigação  do  uso  de  modificadores  químicos.  Os  modificadores  são 
introduzidos  dentro  do  forno  com  a  amostra,  de  modo  a  permitir  uma  maior  eficiência  na 
separação  térmica  do  analito  na  etapa  da  pirólise.  Normalmente,  o  analito  é  estabilizado  e  a 
matriz removida por volatilização. Estes procedimentos têm sido particularmente relevantes na 
determinação de Cd e Pb, para os quais são populares seis modificadores diferentes, utilizados 
sozinhos  ou  misturados:  Pd(NO3)2/Pd,  PdCl2/Pd,  PdCl2/Pd  +  ácido  ascórbico,  Pd(NO3)2/Pd  + 
Mg(NO3)2 , (NH4)3PO4, NH4H2PO4, Mg(NO3)2 + (NH4)2HPO4, Mg(NO3)2 + (NH4)2PO4, Triton X‐100 + 
NH4H2PO4. O uso  correcto destes modificadores  reduz  interferências  e melhora o processo de 
atomização [46]. 









eliminadas,  pelo  que  não  são necessários modificadores  químicos  com uma  alta  pureza.  Além 
disso, os modificadores permanentes prolongam o tempo de vida do atomizador proporcionado 
uma  melhor  estabilidade  térmica  e  repetibilidade.  Actualmente,  não  existe  um  só  elemento 
químico identificado como tendo uma vasta aplicação para a determinação de outros elementos. 




tipo  de  amostra.  Com  a  técnica  de  ETAAS  é  imprescindível  estabelecer  um  programa  de 
















atingir  a  temperatura  máxima  possível  sem  eliminar  o  analito.  Como  já  foi  referido 



















e  constante.  Quando  a  temperatura  das  paredes  do  atomizador  aumenta  rapidamente,  a 
atomização  da  amostra  a  partir  da  plataforma  é  retardada  porque  a  amostra  é  previamente 
aquecida, proporcionando um ambiente isotérmico, onde a reprodutibilidade é melhorada. Com 
o  atomizador  clássico  aquecido  longitudinalmente  (LHA),  a  temperatura  atinge  o  máximo  no 















são  frequentemente  a  principal  causa  pelos  elevados  limites  de  detecção.  Para  atenuar  este 
problema, têm sido usados vários sistemas de correcção de fundo em ETAAS. O método de fonte 
contínua  também  apresenta  algumas  limitações  se  a  amostra  tiver  outro  elemento  com  uma 
linha de absorção localizada muito próxima da linha de ressonância do analito. As interferências 
espectrais  podem  ser  insuficientes,  uma  vez  que  só  é  efectivamente  medida  a  média  das 
absorções  não  atómicas,  que  ocorrem  durante  a  passagem  da  banda  espectral.  Apesar  das 




duros  (ossos  e  dentes),  tecidos  semi‐rígidos  (cabelo  e  unhas),  tecidos moles  (órgãos),  fluidos 

























atomizador,  pode  diminuir  o  poder  de  detecção.  Em  condições  óptimas,  os  resultados  são 
frequentemente comparados aos obtidos por digestão ácida e é realizada a recuperação total do 
analito.  Apesar  da  optimização,  nem  sempre  é  alcançada  a  libertação  completa  do  analito  da 
matriz da amostra, o que pode conduzir a resultados insatisfatórios [46]. 
Lixiviação 
Quando  o  objectivo  é  determinar  a  parte  da  fracção  dos  elementos  traço  que  está 
biodisponível  ou  móvel  pela  solubilização  da  água  são  usadas  técnicas  como  a  lixiviação  de 
sólidos  ou  líquidos.  A  extracção  ultra‐sónica  seguida  da  lise  (destruição  das membranas,  que 
leva a  libertação do seu conteúdo) em meio ácido pode ser um método útil para evitar perdas 
dos analitos. Normalmente, quando o objectivo é determinar a concentração  total do analito é 
mais  aconselhável  usar  a  digestão  ácida  ou  a  amostragem  slurry.  Quando  o  interesse  for  a 
determinação  das  diferentes  espécies  dos  analitos  é  mais  conveniente  usar  um  método  de 
extracção selectiva como a extracção líquido‐líquido ou a técnica de cromatografia [46]. 
Incineração 
Vários  estudos  demonstraram  que  a  técnica  de  calcinação  da  amostra  a  temperaturas 
superiores  a  400oC  não  é  muito  adequada,  porque  podem  ocorrer  perdas  significativas  dos 
analitos.  Normalmente,  os  métodos  de  incineração  apresentam  uma  precisão  inferior  e  uma 
menor recuperação do analito, quando comparados com a digestão ácida [46]. 
Digestão ácida  
A  digestão  ácida  baseia‐se  na  oxidação  de  ácidos  concentrados  que  provocam  a 
destruição da matriz. É dos métodos mais usados em amostras biológicas devido à sua eficiência. 
Pode ser feita em frasco aberto ou fechado, sendo que a digestão em frasco fechado e em forno 
de microondas  é  a mais  usada  recentemente.  Quando  se  utiliza  o  forno  de microondas,  basta 
adicionar  HNO3  e  H2O2  consoante  a  quantidade  de  matéria  a  digerir.  Com  este  método  de 










por  temperatura e pressão de modo a assegurar a mineralização completa de  todas as  formas 
orgânicas dos analitos [46]. 
Existem  várias  vantagens  ao  digerir  a  amostra  em ETAAS:  facilidade  em manipular  as 
concentrações do analito de modo a  ficar no  intervalo óptimo de detecção, disponibilidade de 
padrões de calibração adequados e a possibilidade de uso de equipamento menos sofisticado. No 
entanto,  se  for  usado  equipamento  inadequado  para  realizar  a  digestão  ácida,  podem ocorrer 
perdas  inaceitáveis do  analito. O uso de digestão  ácida  assistida por microondas  com elevada 












































































A  Tabela  3  mostra  um  resumo  de  algumas  características  como  o  pré‐tratamento, 





ácidos  mineralizados  concentrados  por  métodos  de  separação  sem  decomposição  da  matriz, 




Em  laboratório  os  equipamentos  de  ultra‐sons  podem  ser  usados  na  preparação  da 
amostra,  na  diluição, mistura,  emulsão  e  ruptura  ou  lise  de  tecidos  [81].  Os  equipamentos  de 
ultra‐sons mais  usados  em  laboratório  de  química  são  o  banho  convencional  de  ultra‐sons,  o 
sonoreactor e a sonda de ultra‐sons [82]. 
 Banho convencional de ultra‐sons 





frequência  aplicada  varia  significativamente  com  a  marca  do  fornecedor,  o  que  torna  difícil 
reproduzir as mesmas condições de  laboratório para  laboratório  [84]. Além disso, a posição e 
forma  do  material  (balão,  tubo,  eppendorf)  que  se  usa  no  interior  do  tanque,  bem  como  a 
quantidade de água com que se enche o  tanque,  têm  influência sobre a quantidade de energia 
ultra‐sónica  que  atinge  a  amostra  [84].  Por  esta  razão,  os  banhos  de  ultra‐sons  são 
essencialmente  aplicados  para  fins  de  limpeza  e  desgaseificação  e  não  para  promover  as 
reacções químicas. 
Recentemente têm sido desenvolvidos novos banhos de ultra‐sons para superar algumas 
das  questões  mencionadas  acima,  incluindo  um  aquecedor,  que  permite  controlar  a 
temperatura, um regulador da potência de ultra‐sons e diferentes modos de operação [82]. 
 Sonoreactor 
O  sonoreactor  é  um  sistema  indirecto  de  sonicação  ultra‐sónica  de  alta  potência.  Têm 
como grande vantagem, para fins analíticos, os frascos de reacção ser tratados de forma fechada, 
evitando assim a contaminações das amostras [81, 85].  
Devido  às  suas  características  pode  ser  visto  como  um pequeno  e  poderoso  banho  de 
ultra‐sons.  Este  dispositivo  funciona  com  uma  frequência  pré‐determinada.  A  potência  de 
entrada  pode  ser  controlada,  bem  como o  ciclo  de  trabalho.  Além disso  este  dispositivo  pode 
funcionar  com  mais  de  que  uma  amostra  ao  mesmo  tempo,  o  que  resulta  numa  maior 
produtividade, quando comparada com a sonda de ultra‐sons. 
No  entanto,  uma  vez  que  as  ondas  ultra‐sónicas  são  transmitidas  através  da  água  e  é 
necessário atravessar a parede do recipiente usado, o poder da densidade ultra‐sónica fornecido 
por estes dispositivos é  inferior quando comparado com a sonda. Além disso, para se alcançar 
um  maior  poder  de  ultra‐sons,  o  volume  do  recipiente  deve  ser  pequeno,  o  que  impõe  uma 
limitação no tamanho do recipiente que se vai usar. 
A intensidade de sonicação pode chegar a ser 50 vezes superior à obtida com banho de 
ultra‐sons.  No  entanto,  é  aproximadamente  30  vezes menos  intensa  que  a  intensidade  obtida 
com a sonda [81, 85]. 
 Sonda de ultra‐sons 
A  sonda  de  ultra‐sons  é  um  dos  dispositivos  mais  populares  entre  os  ultra‐sons 






de  20  a  40  kHz,  o  que  permite  um  controle  da  amplitude  da  vibração  da  ponta,  ou  seja,  da 
energia ultra‐sónica. 
Apesar do seu enorme potencial, uma vez que a sonda deve ser imersa no meio líquido, 
tem  uma possibilidade  de  contaminação maior,  quer  a  partir  de  aplicações  anteriores,  quer  a 
partir do material metálico da ponta.  
A extracção assistida por ultra‐sons (UAE) alcançou uma grande popularidade como um 
método de preparação de  amostras  simples,  eficiente  e  rápido na determinação de  elementos 











uma  distribuição  não  homogénea  da  intensidade  dos  ultra‐sons  [82],  não  é  uma  ferramenta 
poderosa pelo que não foi utilizada neste trabalho. 
O  sonoreactor  é  uma  boa  alternativa  para  se  evitar  os  problemas  de  contaminação 
associados à sonda. No entanto, como é uma sonicação indirecta, a intensidade de sonicação não 
é  a  desejada  para  este  trabalho,  pelo  que  das  várias  técnicas  de  ultra‐sons  disponíveis  a 













































































Com  o  objectivo  de  estruturar  o  procedimento  experimental  a  seguir  na  utilização  da 
técnica  ETAAS,  foram  estudados  alguns  procedimentos  na  literatura,  de modo  se  conhecer  os 
pré‐tratamentos,  técnicas  e  procedimentos  usados  na  determinação  da  concentração  de 












com  temperatura  até 180oC durante  30min. Após o  arrefecimento das bombas, 
transferir as soluções para balões volumétricos de 25 mL com água. 














Secagem  110 5.0 3.0 
Secagem  110 20.0 3.0 
Secagem  130 10.0 3.0 
Pirólise  700 10.0 3.0 
Pirólise  700 25.0 3.0 
Pirólise  700 6.2 0 
Atomização  2000 0.7 0 
Atomização  2000 3.0 0 












 Reagentes:  dissolução  da  amostra:  hidróxido  de  sódio  (NaOH)  (98% pureza)  e 
H2O2  (30%  V/V  pureza);  agente  anti‐espumante:  Octanol  (99%  pureza); 
amostras  padrão:  1000  mg/L  de  solução  de  chumbo;  solução  do  modificador: 




 Preparação  das  amostras  padrão  e  branco:  medir  aproximadamente  2g  de 
amostras  de  sangue  total  com  exactidão  num  balão  volumétrico  de  150  mL; 
adicionar  3  mL  de  solução  NaOH  0,2mol/L  e  2  gotas  de  octanol,  seguidas  da 
adição de 1 mL de H2O2. Agitar manualmente o balão para promover a oxidação 
da  amostra  e  em  seguida perfazer  o  volume  com água destilada  e  desionizada. 
Para a calibração padrão aquosa das soluções padrão de Pb preparar diluições de 
1000  mg/L  de  solução  de  chumbo  Tritisol.  Usando  o  método  padrão  para  a 
calibração,  misturar  cuidadosamente  1300  μL  de  cada  solução  da  amostra  de 
sangue, num amostrador automático com frascos de 200 μL contendo 5, 20, 50 e 


































































 Este  procedimento  de  preparação  de  amostras  produz  soluções  límpidas,  sem 








da  solução  do  modificador.  Não  foi  feita  nenhuma  tentativa  para  optimizar  o 
programa padrão de aquecimento proposto para o Pb, excepto a  introdução de 
uma  segunda  etapa  de  secagem,  necessária  para  melhorar  a  precisão  dos 
resultados, e a extensão do tempo da etapa de limpeza nas primeiras medições, 
de modo  a  eliminar  resíduos  de  carbono,  observados  na  plataforma  de  grafite 
após  poucos  ciclos  de  atomização.  Nas  medições  seguintes  a  formação  de 












Secagem  110 5 20 250
Secagem  130 5 30 250
Incineração  850 10 20 250
Atomização  1500 0 5 0








de  chumbo  de  0,4  μg/mL:  diluir  volumes  de  100  mg/L  de  HNO3M  padrão. 





de  remover  o  chumbo  dos  eritrócitos.  A  concentração  de  Pb  no  sangue  é 
determinada pelo método de adição calibrado, após a deterioração química por 
HNO3M, modificado e adaptado para estabilizar a temperatura da plataforma do 
forno,  ver  na  Tabela  8  as  temperaturas  usadas.  Usar  volumes  de  20  μL  como 














Secagem  120 20 30  250
Incineração  450 10 20  250
Atomização  1700 0 5  0
Limpeza  2400 1 2  250






 Recuperação  do  Pb  adicionado:  o  sangue  foi  obtido  através  de  dadores 












 Procedimento:  usar  Árgon  com  99,96%  de  pureza  como  gás  de  protecção.  Ao 
longo da experiência usa‐se água Milli‐Q. O stock de solução de Pb (1000 mg/L) é 
preparado por diluições da concentração de Tritisol. As soluções analíticas foram 
preparadas  por  diluições  convenientemente  de  1000 mg/L da  solução  stock. O 
Triton X‐100  e  o  ácido  nítrico  são usados  como diluente  da  amostra.  Todos  os 
plásticos  e  vidros  são  limpos  por  imersão  em  10%  (V/V)  HNO3,  pelo  menos 
durante 24h e bem enxaguados com água Mill‐Q antes de usa‐los. As amostras de 












1  90 1 10 300 
2  120 10 10 300 
3  Pirólise 10 20 300 
4  20 1 9 300 
5  Atomização 0 5 ‐ 
6  2500 1 5 300 




























































































































































A  obtenção  de  resultados  fiáveis  passa  obrigatoriamente  pela  validação  e  controlo  da 
qualidade  do  método  analítico  usado.  No  trabalho  desenvolvido  foi  efectuado  o  controlo  da 




















numa  série  de medidas.  Esta  grandeza  é  verificada  através  da  repetição  da medição  de  uma 
mesma amostra e é por norma caracterizada em termos do desvio padrão [9]. 
A  precisão  está  muitas  vezes  associada  com  os  termos  de  repetibilidade  e 
reprodutividade.  A  repetibilidade  relaciona‐se  com  a  repetição  de medições  que  tenham  sido 
obtidas do mesmo modo, ou seja, no mesmo laboratório, o mesmo operador e equipamento, num 
intervalo curto de tempo [91, 92]. A reprodutibilidade relaciona‐se com a variação dos valores 




A  exactidão  relaciona‐se  com  a  concordância  entre  o  resultado  experimental  e  o 
verdadeiro  valor  da  grandeza  medida  ou  calculada  [5].  Para  se  analisar  a  exactidão  de  um 







Por  esta  razão,  a  análise  de  ensaios  em  branco  é  uma  ferramenta  importante  de  controlo  de 
qualidade do método [5]. Os ensaios em branco são também essenciais para o controlo do LOD 
e/ou LOQ [5]. 
O ensaio em branco é  feito  exactamente os mesmos  reagentes e nas mesma condições 
que  todo  o  processo  analítico  das  amostras,  mas  sem  se  usar  a  amostra,  que  neste  caso  é  o  
sangue. 
É muito importante haver rigor na etapa de limpeza e descontaminação do material de 
laboratório  usado  nas  análises,  caso  contrário  podem  existir  fontes  de  contaminação  que  vão 
alterar os resultados obtidos. Por isso, o material utilizado foi descontaminado com uma solução 
de  ácido  nítrico  diluído  (20%  HNO3)  e  posteriormente  passado  por  água  Milli‐Q  com  uma 
resistividade de 18,30 mΩ. Sempre que possível foi usado material descartável de qualidade. 
Tudo  o  que  se  adiciona  a  amostra  é  uma  potencial  fonte  de  contaminação,  e  por  essa 
razão a água utilizada deve ser ultrapura e de qualidade superior e todos os reagentes usados 
devem  ser  de  qualidade  Suprapur  ou  equivalente  [5].  Neste  estudo  foram  seguidos  estes 
critérios. 




Estes  ensaios  consistem na preparação de  três  ensaios  da mesma  amostra  e  de  forma 
independente.  Os  ensaios  em  triplicado  fornecem  a  informação  sobre  a  homogeneidade  das 





valor  da  concentração  de  um  ou  mais  analitos  e  uma  incerteza  associada  certificada  [90].  O 





O  padrão  de  chumbo  no  sangue  usado  neste  trabalho  foi  o  BCR  –  634 Human Blood 
(sangue  humano),  adquirido  ao  Institute  for  Reference Materials  and Measurements  –  IRMM 
(Bélgica). As suas características estão apresentadas na Tabela 11. 
Após  a  análise  do MRC,  deve  ser  feita  uma  comparação  entre  o  valor  obtido  e  o  valor 


















  Neste  trabalho  foram  estudados  dois  conjuntos  de  ratos  da  espécie Rattus norvegicus, 









Neste  estudo  foi  usado  um  espectrómetro  de  absorção  atómica  [93]  AAS  ZEEnit  650 












rotina de  trabalho. As  etapas necessárias  ao  funcionamento deste  software  estão descritas no 
Apêndice 1. As leituras foram feitas em absorvância integrada (área do pico). O volume injectado 













software WinAAS  e  estão  apresentadas na Tabela 12,  onde  FP  (do  inglês Full Power)  significa 
poder  completo  e  corresponde  ao máximo  da  rampa,  e  no  esquema  presente  na  Figura  8.  As 







1‐Secagem  90  34,0  5  Max 
2‐Secagem  105  25,0  3  Max 
3‐Secagem  110  12,5  2  Max 
4‐Pirolise  900  13,2  250  Max 
5‐Auto‐zero (AZRun)  900  4,0  0  ‐ 
6 – Atomização   1800   4,0  FP   ‐ 


































O  espectrómetro  de  absorção  atómica  usado  está  equipado  com  um  amostrador 
automático MPE 60, tal como representado na Figura 9. Este sistema de amostragem automático 






 Os  reagentes usados neste  trabalho  tinham elevado grau de pureza. Todas as  soluções 
aquosas foram preparadas com água Milli‐Q (resistividade de 18,30 mΩ), obtida através de um 
sistema  Water  Max,  da  Diwer  Technologies,  presente  no  laboratório.  Neste  trabalho  foram 
também  usados  ácido  nítrico  Suprapur  (65%),  da  Merck  KGaA  (Alemanha);  peróxido  de 
hidrogénio (30% p/V), da Panreac (Espanha), modificador de matriz Pd(NO3)2 da Analytikjena 
















µL  e  de  100  a  1000  µL.  A  preparação  das  amostras  divide‐se  em  três  partes:  recolha  das 







A  recolha  das  amostras  de  sangue  foi  efectuada  no  Instituto  de Medicina Molecular  – 
Instituto de Fisiologia (Faculdade de Medicina de Lisboa), onde os animais de ambos os grupos 
foram  eutanasiados  com  uma  overdose  de  pentobarbital  de  sódio  (100  mg/mL/Kg)  e 






(meses)  Massa [g]  Sexo  Anticoagulante 
E1 Pb  3/04/07  1 96 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
E3 Pb  3/04/07  1 70 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
E5 Pb  3/04/07  1 81 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
E7 N  1/04/07  1 116 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
     
G1 N  14/03/07  2 274 Masculino EDTA KE / 4,9 mL
G2 N  14/03/07  2 260 Masculino EDTA KE / 4,9 mL
G5 Pb  27/03/07  2 243 Feminino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
G7 +G8Pb  27/03/07  2 240 Feminino EDTA KE / 4,9 mL
     
J1 Pb  3/04/07  3 280 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
J2 Pb  3/04/07  3 351 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
J5 N  1/04/07  3 291 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
     
H1 Pb  3/02/07  4 340 Feminino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
H3 Pb  27/04/07  4 490 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
H4 N  7/02/07  4 358 Feminino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
     
F1 Pb  3/04/07  5 455 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
F4 N  6/12/06  5 225 Feminino EDTA KE / 4,9 mL
     
I1 Pb  18/12/06  6 460 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
I2 Pb  18/12/06  6 383 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
I4 N  6/12/06  6 275 Feminino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
     
D1 Pb  8/04/06  11 444 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
D2 Pb  8/04/06  11 548 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL
D4 N  10/04/06  11 552 Masculino Li‐Heparin LH/ 2,7 mL









O  sangue  foi  centrifugado  e  recolhido  em  tubos  com  uma  dose  sólida  standard  de 
heparina  sódica.  A  centrifugação  foi  feita  com  1700  rpm  durante  20 minutos.  Na  recolha  de 
   48 
 
sangue  foram utilizadas  seringas  100  Sterican da Braun,  com um diâmetro de  0,45 mm e  um 
comprimento de 12 mm. 
Posteriormente, as amostras foram transportadas para o laboratório de Física Atómica e 
Molecular  na  Faculdade  de  Ciências  e  Tecnologia  (Universidade Nova  de  Lisboa),  onde  foram 
armazenadas num frigorífico a 2oC. 
A razão pela qual existem poucas amostras de sangue de ratos contaminados deve‐se ao 










 Introduziu‐se  o  vaso  de  teflon  num  frasco  de  digestão,  o  qual  permaneceu  no 
microondas durante 3 minutos; 


























 Repetiu‐se  esta  última  parte  do  procedimento mais  4  vezes  até  completar  um 
total de 100 µL de H2O2. 
Não  foi  possível  continuar  a  utilizar  este método uma  vez  que  as  proteínas  do  sangue 
desnaturavam  e  era  impossível  continuar  a  trabalhar  com  o  sangue  com  esta  técnica.  Em 
primeiro lugar, experimentou‐se substituir o ácido nítrico por ácido acético, pelo facto do ácido 












G7 + G8 Pb (1)  Acético 11 ± 3  
G7 + G8 Pb (2)  Acético 13 ± 2  12 ± 2    35   2   10 
G7 + G8 Pb (3)  Acético 13 ± 4  
Tabela 15: Resultados obtidos com UAE usando o ácido acético. 
Posteriormente, utilizou‐se um detergente para provocar  a  lise mecânica  e  química da 






























  As  medições  no  espectrómetro,  produzem  um  relatório  com  a  informação 
correspondente às amostras. O modo como este relatório é obtido está descrito no Anexo deste 
documento. Para se determinar a concentração final de chumbo no sangue é necessário realizar 








seis  concentrações  pré‐definidas  ([0,  6,  12,  18,  24  e  30]µg/L).  Na  Tabela  16  estão  listadas,  a 
título de exemplo,  os  valores obtidos num dos dias. Posteriormente,  calcula‐se uma  regressão 
linear utilizando os pares de dados acima referidos. 









média  do  declive  (m),  a  média  da  ordenada  na  origem  (b)  e  o  coeficiente  de  correlação  das 
respectivas rectas. 
Nº da Recta  Equação da Recta  m (  10‐3)  b (  10‐3)  Coeficiente de Correlação 
1  y = (5,083 x + 3,207)   10‐3  4,949  6,140   0,9950 
2  y = (4,687x + 5,534)   10‐3  4,687  5,534  0,9968 
3  y = (5,390 x + 6,118)   10‐3  5,390  6,118  0,9977 
4  y = (5,067x + 7,574)   10‐3  5,067  7,574  0,9972 
5  y = (4,943 x + 5,315)   10‐3  4,943  5,315  0,9990 
6  y = (4,994 x + 7,894)   10‐3  4,994  7,894  0,9942 
7  y = (4,611 x + 8,140)   10‐3  4,611  8,140  0,9978 
8  y = (4,784 x + 6,274)   10‐3  4,784  6,274  0,9959 
9  y = (4,759 x + 6,843)   10‐3   4,759  6,843  0,9948 
10  y = (4,846 x + 4,444)   10‐3  4,846  4,444  0,9985 
  Média  4,903  6,428   





um m  e  b  mais  próximo  do m  médio  e  b  médio,  respectivamente.  No  presente  trabalho,  foi 
escolhida a recta de calibração nº 5, evidenciada a azul na Tabela 17.  
Na Tabela 16 estão  listados os valores conduziram à  recta de calibração característica. 























se  pode  verificar  o  método  é  bastante  exacto  para  as  amostras  biológicas  em  questão,  visto 
existir sobreposição das barras de erro dos dois resultados. 
Amostra – Padrão  Elemento  Concentração Medida [µg/L]  Concentração Certificado [µg/L] 




mesma  amostra,  neste  caso  do  rato  correspondente  à  amostra  H3  Pb.  Os  resultados  obtidos 
estão  apresentados  na  Tabela  20.  A  incerteza  associada  às  4  medições  da  amostra  H3  Pb  é 
inferior  a  3%,  um  valor  considerado  baixo,  pelo  que  se  pode  verificar  a  repetibilidade  do 
método. 
Nº da medição  Amostra  Elemento  Concentração Medida [µg/L] 
1  H3 Pb Pb 258 ± 25 
2  H3 Pb Pb 265 ± 21 
3  H3 Pb Pb 257 ± 10 





O  primeiro  passo  no  tratamento  de  dados  consiste  em  subtrair  a  absorvância  do 
respectivo branco (  Branco) à absorvância do chumbo no sangue medida (  Sangue). Obtendo‐se 
assim  o  valor   Sangue‐Branco .  De  seguida,  calcula‐se  a  concentração  de  chumbo  no  sangue 
(  Sangue), através da equação da recta de calibração: 






onde   é  a  concentração  inicial  que  vai  corresponder  a  Sangue ,     é  o  volume  inicial  que 
corresponde  ao  volume  de  sangue  pipetados  inicialmente,   é  a  concentração  final  que  neste 
caso  é  o  que  se  pretende  calcular,  e  corresponde  a  concentração  final  de  chumbo  no  sangue 
























































































































Cada  medição  da  concentração  de  chumbo  no  sangue  é  obtida  utilizando  a  recta  de 




Amostra  Nº da medição  Elemento  MAD PbS [µg/L]  UAE PbS [µg/L] 
  1  Pb (35 ± 2)  10 (33 ± 3)   10 
G7 + G8 Pb 2  Pb (35 ± 3)  10 (32 ± 1)   10 
  3  Pb (37 ± 4)  10 (30 ± 3)   10 
  1  Pb (15 ± 2)  10 (5 ± 1)   10 
J1 Pb  2  Pb (16 ± 2)  10 (6 ± 1)   10 
  3  Pb (19 ± 3)  10 (6 ± 1)   10 
  1  Pb (31 ± 5)  10 (6 ± 1)   10 
I1 Pb  2  Pb (27 ± 2)  10 (5 ± 1)   10 
  3  Pb (29 ± 2)  10 (6 ± 1)   10 
Tabela 21: Comparação entre preparação das amostras por MAD e por UAE. 


























































  (35 ± 2)  10  
G7+G8 Pb  (35 ± 3)  10 (35 ± 2)  10
(35 ± 2)   10   (37 ± 4)  10
  (35 ± 3) 10
G5 Pb  (33 ± 3) 10 (34 ± 2)  10  
  (34 ± 2) 10  
3 meses 
  (15 ± 2)  10  
J1 Pb  (16 ± 2)  10 (16 ± 2)  10
(28 ± 1)   10 
  (19 ± 3)  10
  (29 ± 1) 10
J2 Pb  (30 ± 1) 10 (30 ± 1)  10







H3 Pb  (25 ± 3) 10 (25± 1) 10
  (25 ± 1) 10  
6 meses 
  (31 ± 5)  10  
I1 Pb  (27 ± 2)  10 (28 ± 2)  10
(26 ± 1)   10 
  (29 ± 2)  10
  (22 ± 2) 10
I2 Pb  (22 ± 3) 10 (24 ± 1) 10







D2 Pb  (1,1 ± 0,1) 10 (1,1 ± 0,1) 10







análise.  Isto  permitiu  eliminar  possíveis  contaminações  e  garantir  o  controlo  de  qualidade do 
método. 
O  estudo  do  LOD  permitiu  determinar  o menor  valor  de  concentração  do  analito  que 
pode ser detectado pelo método [51], enquanto que o estudo do LOQ permitiu quantificar esse 
valor. 
No  estudo  da  exactidão  realizado  o  método  mostrou‐se  exacto  uma  vez  que  existe 
concordância entre os valores medidos e certificados. 
Através do estudo da repetibilidade, foi possível verificar a precisão do método, uma vez 





Figuras 11‐13, para cada amostra as barras de erro  intersectam‐se, o que  indica que a  técnica 
ETAAS é um método viável para determinar a concentração de chumbo no sangue. As barras de 
erro  das  amostras  apresentadas  na  Tabela  22,  apesar  de  não  estarem  representadas 
graficamente, também se intersectam.  
No que diz  respeito  à  concentração de  chumbo nos animais de  controlo,  os  resultados 











que  reflecte  uma  tendência  de  a  concentração  de  chumbo  no  sangue  diminuir  ao  longo  dos 
vários  meses.  Em  relação  às  PbS  nos  ratos  com  3,  4  e  6  meses  não  se  verificam  grandes 
alterações,  e  as  barras  de  erros  intersectam‐se  todas.  O  facto  de  não  se  poder  observar  um 
decréscimo  regular  neste  três meses  pode  ser  devido  à  variabilidade biológica  dos  ratos  e  ao 
facto  de  o  sangue  dos  ratos  ter  sido  recolhido  em  2006,  razão  pela  qual  as  amostras  já  se 
encontravam coaguladas. A coagulação das amostras pode ser responsável por uma distribuição 
heterogenia do chumbo no sangue. Uma vez que este método só permite analisar a parte líquida 
do  sangue, o  facto de o  sangue estar  coagulado pode  ter  influência na análise das amostras e, 
consequente, na determinação da concentração de chumbo nestas. O  facto de não se  ter outra 
amostra  de  4  meses  disponível  também  trouxe  algumas  limitações  no  estudo  da  evolução 
temporal, pois só uma amostra de sangue é insuficiente para se tirar conclusões fundamentais. 























Neste  trabalho  foi  efectuado  um  estudo  sobre  a  concentração  de  chumbo  presente  no 






















é  necessário  efectuar‐se  mais  testes  para  garantir  a  validade  das  conclusões,  nomeadamente 
analisar  a  parte  sólida  do  sangue,  por  exemplo,  através  da  liofilização  deste.  É  também 
importante  aumentar  o  número  de  amostras  de  ratos Wistar,  de modo  a  se  analisarem mais 
ratos  por  mês  e  de  diferentes  meses,  com  o  objectivo  de  diminuir  erros  associados  a 
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De  seguida,  selecciona‐se  a  lâmpada  de  chumbo,  que  está  designada  por  Pb‐











energia/ganho  para  se  verificar  os  parâmetros  EHT  e  HCL.  O  parâmetro  EHT  corresponde  à 
tensão aplicada no detector, que neste  caso é um  fotomultiplicador e não pode ser  superior a 
500 V. O parâmetro HCL  corresponde  a percentagem de  energia usada pela  lâmpada que não 

















Depois,  na  janela  Samples  (amostras)  seleccionamos Working  area  (área  de  trabalho), 
que corresponde ao número de amostras com que vamos trabalhar (ver Figura 21). No entanto, 
a posição 1 a 6, está destinada as soluções de calibração. Por exemplo, se quisermos obter uma 






Posto  isto,  já  estão  reunidas  todas  as  condições  para  se  começarem  a  efectuar  a 
medições. Para se começar as medições é só seleccionar o botão Start/Conc que se encontra no 
canto inferior direito na área de trabalho, representada na Figura 17. 
Para  se  guardar  a  informação  das  medidas  feitas  temos  que  seleccionar  na  área  de 
trabalho todas as amostras que fizemos, incluindo a recta de calibração. Isto é, se analisamos 5 
amostras, temos que escolher 1‐11, depois carregamos no botão CVS file na área das amostras e 
guardamos o documento numa pasta. Para  se obter o  relatório  completo,  carrega‐se no botão 
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As propriedades bioacumulativas do chumbo, assim como a sua capacidade de substituir o 
cálcio, podem ter efeitos tóxicos em vários sistemas orgânicos tais como o sistema 
hematopoiético, o sistema nervoso central, o tracto gastrointestinal, o sistema 
cardiovascular, sistema reprodutivo e o sistema esquelético, suscitando assim preocupações 
a nível da saúde pública [1-4]. Consequentemente, é necessário ter um conhecimento 
profundo da forma como o Pb interage e se acumula em todos os tecidos, de forma a 
estabelecer directivas.  
 
Neste âmbito, tem sido desenvolvido um estudo sobre a toxicocinética do Pb no organismo 
e da relação entre as concentrações deste elemento em diferentes tecidos por (exemplo, 
fígado, rins, pêlo, osso, cérebro, coração), no sangue, urina e fezes de ratos Wistar. Foram 
analisados dois grupos de ratos Wistar; um alimentado com uma dieta rica em Pb (0,2% 
acetato de Pb na água potável, ad libitum) e outro, de controlo, alimentado com uma dieta 
normal. 
 
As recolhas foram efectuadas no Instituto de Medicina Molecular – Instituto de Fisiologia 
(Faculdade de Medicina de Lisboa). As várias amostras estão a ser analisadas recorrendo às 
técnicas de espectroscopia de absorção atómica electrotérmica (ETAAS) e fluorescência de 
raios X dispersivo em energia (EDXRF). 
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